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Molecular Phylogeny and Spedes Speciation of Adoxaceae. s.s 


1 | 2 е 
МАО Kang-Shan , YAO Xing-Lei , HUANG Zhao- Hui 
(1 Key Laboratory of Arid and Grassland Ecology, Lanzhou University, Lanzhou 730000, China; 
2 Department of Biopharmaceutics, Graduate School of Pharmaceutical Sciences, Osaka University, 


1-6 Yamadaoka, Suita, Osaka 565-0871, Japan) 


Abstract: It remains unclear about the speciation and phylogeny of Adoxaceae s.s ., a small family with 
3 genera and4 species . In this paper, ITS (nuclear DNA internal transcribed spacer) regions of Adoxa 
orientalis and Sambucus adnata were firstly sequenced . Phylogenetic trees were constructed for all species 
of Adoxaceae (four species), Sambucus, Viburnum and four genera of Caprifoliaceae . The divergences 
among four species of this family were further calculated based on the calibration of the fossil records of the 
Caprifoliaceae and the general evolutionary rate of herbs for ITS . The phylogenetic analyses did not support 
the previous assumptions on the phylogeny and species divergence of Adoxaceae s.s . based on the morpho- 


logical evidence: Tetradoxa is not the firstly diverged and it clustered with two species of Adoxa as а 
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monophylogenetic group, paralleling to the other lineage comprising of monotypic Sinadoxa . The аПора!- 
ric speciation at the diploid level might have contributed to the differentiation among Sinadoxa corydalifo- 
lia, Tetradoxa omeiensis and Adoxa moschatellina and the polyploidy to the origin of A. orientalis . The 
crude timing based on ITS sequence differentiation suggested a recent divergence among all four species 
probably between the late Miocene and the Tertiary and this speciation process might be closely correlated 
with habitat fragmentation and change due to the extensive uplifts of the Qinghai-Tibetan Plateau and cli- 
matic oscillation during the glacial and interglacial ages occurred at this stage . 


Key words: Adoxaceae; Molecular phylogeny; Speciation; Uplifts of the Qinghai- Tibetan Plateau 


OOOO (Adoxaceae) O O O D] D] 0 0 (Dicotyledoneae) П 0 O O (Dipsacles) (ПП 
ЭВО ШШШ OSEE ШЕШШ BEBE BOB HE EHE ВВ ВАВ U 
HA SS B B oy pi EIE sis UP. Dp 2 Ü ВАЛ ВАР С s Hi epi q О ЧҮ 
UU 200. 00010. ПП, ПО, ПО; 00000000100, 0000000 
0, 00000, 0000; 0000 0000), 19860 ОПОПОПООПО (1995) 
HOOU0. 030 40: 000000, 000 Adoxa moschatellina Спа 1 (000 
A. orientalis Nepomn; П OU 0 [] O O Tetradoxa omeiensis (Hara) С. Y. Wu; PTO UD D U) 
Sinadoxa согудащопа С. Y . Wu, Z. L. Wu et R. F Huang] ПП [1 E] E]. E] EH] DDD ,. Ú 
OOOO 2790 6000, 000000000000; О0000000000 00000 
ШШШ -eE а нед су А -129 TL H: OT BEES BUE ТЕН TL MER HE GE Да 
1981), ППОПОПОПОПОПОПВОО0ПО ОПОО, 19800 

Нага (1981) ППОПППОООПОПОООО, 000 (19881) ППОПОООПО 
O Haa (1983) ПОПОПОПООВПОО; 00, 00000100 (1987) 00000 
ОПОПООПОО Subg. Tetradoxa [] O U 0 0 0 Subg. Adoxa 2D] ППОПОПОПООПО 
ФЕДЕ е АЕА ИШИНИ ШШ H HB HL m eH B 
U (000, 1981; ППОП, 1981; ПОППООПО, 1995950 00001000 2n=36, 
HER BU Ph EE ВАВ EE H Н А ШШШ ШШ ЕНИН EPIS ва H: PL B.Y. PH Н 
ОПОПООПОООПОПООПООООПООПООП А. тозспаейта, [] L] L1] U . 0000 
0000, 00000 2n=36, 54; ППОПП А. orientalis, ППОПП, D U DEO U LI l 
0. 00000 2n=108, ППОПОПОПОООПОООПООПООП S. œrydalifolia | U 
ОПООПО зЗО50О00000000000000 0000000 00000 000 
О Be ИШДЕН ИДИШ TL B B Tri E АА РА ДДОТ Д, Д B: Hua 
UUUDUDIDDUDDUDUUDUDUAUUDDUDUUDUDUUDUD,.UDUUUDUDUDUDUUDUUDUDUUUUunI 
ПО s Hg gud uugsdgsugdgoudggdguguclguLÀggu thay 
1999)[] 

ППО, ПОПОПОПООПБООПОООПООПООПОПО, ПОПОПОПОО 
ПОООООООООООО Sambucus] O 0 Иритит 0 0000000. ПОП 
00000000, 00000000 0 (Donoghue, 1983; Benko-Iseppon and Morawetz, 
1993; Roels and Smets, 1994; Eriksson and Donoghue, 1997; Хлапе |, 2003)] JT D D Ú Ú] 
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П, 000000, 00000 00 O Adeaea.ss), ППОПОПОППОПО 300 
UU MSQUUQUU (Eriksson and Donoghue, 1997; ПППП, 2000), 00 00000 
ОПОПОООЗОПООПООООПОООПООПО, ПОПОПОПООПООПООПО 
HHH HH THI H BH L L'H HHL, ОПОПОПООПОПОООПООПООЙ SI 
0.0000000400000000000000 @00000 40000000. 
ОПОПО (Araliaceae) П 0 0 (Panax ginseng) OO O00. 000000000, ОП 
ШШ Л О H hihi B ИШ НАШ Ж ЫШЫ Pi) O а Bh D И ДЮНИ е Co a 
ms Ous ПООПОПОПОПООООПОО, ПООООПОООПОООПОО 


L порои 
1.1 0000 

000000000 (Sambacus adnata) О00000000000000000000 GenBank] 
ОООООООООООООООО 10 


1 GenBank 




































































Table 1 The sources of materials and Genebank accession number 




























































































































































































































































































Taxon Source Accession number 
Adoxa orientalis Nepomn . New forest farm, DQ009612 
Great Xingan Mountains, Heilongjiang, China 
Adoxa moschatellina Linn . From GenBank AMUS8194 
Sinadoxa corydalifolia С. Y . Wu, Z.L. Wu From GenBank AF248611 
et R. F. Huang. 
Tetradoxa omeiensis (Hara) С. Y . Ми. From GenBank TOMA19710 
Sambucus adnata Wall . Huzhu, Qinghai, China DQ009613 
@ Viburnum acerifolium Linn . From GenBank AY265114 
€ Viburnum rhytidophyllum Hemsl . From GenBank AY265146 
Lonicera nervosa Maxim . From GenBank AY236173 
Triosteum himalayanum Wall . From GenBank AF265289 
Weigela hortensis ( Siebold & Zucc .) К. Koch . From GenBank AY236178 
Dipsacus mitis D . Поп. From GenBank AY236187 
Panax ginseng С. А. Meyer. From GenBank PGU41680 
1.2 DNA [|] [|] 
UDUDU DNAII 000000 CTAB[] (Doyle and Doyle, 1987)[] 0 OU J J l] O DNA-easy П 
0000 DNA[] 


1.3 ITSO 5.850 000000 

000 П5ППППП ПП ITSla (Forward, 5-AGAAGICGTAACAAGGTTICCGTAGG-3 ) П ITS4 (Re- 
verse, 5-TCCTCC GCITATIGATATGC-4) 0 0 0000 5.88RNAD 0000 Wo: 00000000 
ITSla[] ITS2 (Reverse, 5 -GCTACGTICTICATCGATGC-3 ), ITS3 (Forward, 5 -GCATOGATGAAGAACGYAGC- 
7) 0 та 000 17510 920, 0 5.8800 000 (Whie 0 , 1990 00 0 00 Biometr 0 0 
РС ПО ПОООООООООО 25ш, 0 Ü DNAD D 300 50 ng, Мо“ 1.5 mmo, dNTP 0.2 mmo, П 
П 6.25 pmol, TaqDNA 0) 00 1.500 00000: 70°Cimin, П 94°C І тіп, 55°C 20 5, 72°C50s, ПП 2 
0. 00 94°C 20s, 55°C 20s, 72°C50s, ПП 380, D 72°CO 0 4mnQ 00000 РСЕП ППП CAs- 
pure PCR Purification Kit ПОПОПОПОПОВОПОПОПО) 000 
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1.4 DNA [|] [] 

СООООООООООООПОПОПООЙ Amersham O O O DYEnamic Dye Terminator Cycle Sequencing 
Кик ОПОППОП PCROO. 000: 9£ 155, 50 15s, 6° 90s, ПП 25000 0 0 Amersham[] П Autoseq 
96 Plates ПП , 0 MegaBACE 500 DNA Analysis System [| III ПОПОООПОПООПООПОПО bp) DU l] 
ОПООООПО 40000 0000 3005рПП; О000000, 00000000000 %%0 
1.5 ПОПОПООПОВПО 

00000 cuta XY D O O (Thompson П, 1997), ПООПОПОООООПООПОО 
PAUP4.0b4a П0000000 (Swofford, 2003) O PAUP4.00 [] 0 Kimula2P[] 0, 00000000 
О000 00 PAUP4.0b4a[] O 0 (Раѕітоу) D D 0, get] 0000000, 00000 (Heuristic) 
0000000, ПО 1900 00000 O (random addition of 100 replicates) ПОООООООО Cs- 
lands) П O O O O bootstrap (10000 O O ) (Felsenstein, 1985) [] U DD 000 Modeltest [] O 
ОПОПОПООООООПООЙ PAUPA.0bda[] П O (likelihood) П O O UU 0 Medettest [] D] D] II UU 
П, 0000000000060, 0000 bootstrap (1000000) 0000000000 
1.6 ПОПОПООПОООПВООО 

ПОПОООПООООООООООПОПОПОП (Cog likelihood) ППП 2, BH 0000000 
О0000 0 (Goldman, 1993) ПППОПОПОПОПООПООПО, ПООПОООПООПОООПОПОО 
ПОПОПО, 00000, 000000000 Тоска UU NPRSO] ППОПООПОПОПОО 
(Rambaut and Charleston, 2000000000000000 00 (Sang , 1995; O O O O, 2004; ПП 
00000, 2004; па, 2002), ПОПОПОПОООПОООПООПО 


2 00100 
2.4 ПОПООО 

HUYUUU ЗЗООПОПО 20 ОПОПОПОПОООООПОО 9.519%, l l 
ОПОПОПОПОПОО 0.499%0 00000 п50 000000000 65600; 
HH lI H (вар) 0, ППОПОО 220, 010010000 1100000, а= 
0.7984; НІ= 0.2016; ЕІ = 0.8280; ЕС= 0.6611, ПП 10 O Modeltest [] O К2Р+Г QO [] Ú 
АВР ОАЕ ЕЛЕ ДИН EB ВВ: 
ООПОООПООПОПОПООО 


2 ITS 


































































































(Kimura 2-parameter ) 





Table 2 The genetic distances between paired species analyzed ( Kimura 2-parameter) of ITS sequence variaiton 


1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Adoxa moschatell 
Tetradoxa omeien 0.00499 
Adoxa orientalis 0.00519 0.01028 
Sinadoxa corydal 0.03574 0.04081 0.04247 - 
Sambucus adnata 0.12654 0.13422 0.13505 0.14443 - 
Viburnum acerifo 0.24136 0.24565 0.25220 0.25753 0.19924 - 
Viburnum rhytido 0.23890 0.24544 0.25461 0.24971 0.19212 0.05309 - 
Lonicera nemosa 0.34696 0.35123 0.36488 0.35559 0.29193 0.22223 0.23252 - 
Triosteum himala 0.34045 0.34465 0.35799 0.34939 0.28433 0.21096 0.21831 0.05036 
Weigela hortensi 0.32572 0.32988 0.34045 0.33018 0.27022 0.21318 0.20419 0.10180 0.07988 
Dipsacus mitis 0.35724 0.36415 0.37797 0.36363 0.31869 0.25792 0.26755 0.15915 0.15609 0.16281 
Panax ginseng 0.34150 0.34563 0.36121 0.34213 0.31322 0.25132 0.26477 0.22863 0.21406 0.21161 0.22520 
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2.2 ПОООЈООЦИ 

ЏО K2P+ 000. ПООПООПОПООПООООПОООООПООПООООПОПО 
ПП (-2 Ln LR=2 (2212.6880 -2194.5623 ) = 34.25, df= 10, P<0.0 000000 
0000000, 0 TreeEdit O 0 0 NPRSOO0000.,. 000000000000 
D000000000 0000000000000000 00000 
per Eocene) [] Tricolporopollenites viburnoides, || Viburnum odoratissimum |] V. pinctatum [|] ПП 
О (Punt[] , 1987)[] 000000000 390 50 Myr (million years ago, O00; ПП) l] 
ПО 000000000000000000, 000 20000000000000 
ППО 3.580 4.59 Муг, ППОПООООПО ЗОПОПООПООООО 0.990 1.27 
МуППОПОПО, 0000000000 17.1761[] 22.0207 Myr, [1] LH U L| 0000 | 
32.85[] 42.12 МИ | HH] D. U L| D] UO D. D. U. UL E] UJ ПП ( Oligocene (220 39 Муг), D 
ОПОПОПОППОПООПОП «i39 My) ОПОППОП (lower Oligocene ) ( Punt |, 
198750 ПП, 00000 00000 0 000 0 0 00 0 0 0000 


uü 


Adoxa moschatellina 
ñ ale ü 08 
а Tatradoxs omelensis 1100 
0.096 0205 j : 
| Adma опопрайз 00 


0083 — 
я Singdoxa сета са 
naa 


(middle and up- 









Адоха moan na hein 
AGM мат —. š | 


Tetradoxa ameigenais 
53.58 ма. 
Adara arenas 





заека ступе са 


“етос яг шин дета 
затишие acta ATO 50.0 


——— па пе Viburrxm айт 






' Vibumum acen otun Tao 
Ба Ја а ИЛ 


DHT 


Lonicera nervosa "i 
: Triasteum габа anum 100 
— Dipsacus milis Я ied 
- Waina ротата" 


Panax ginseng 









5, T5880 & 2% 50 
Viburnum rhrytidophyWum 


Lonicara nervosa 
AAT Ага АП 
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Panax ginseng 
i^ | ПППППППППП,П ^30 Myr ва а ЙИШ BT Divergence tima calibeatad with 39 Myr markers 
А. 50 Myr SPHERE Eli papi Divergence time calibeated with 80 Myr markers 
п0000000 bootstrap 1000 [] J 00 U 
000; 0, K2P+ 0000 U | | 2 ПП ППП © | 50 Муг 
Fig. 1 Right, The single most-parsimonious tree obtained 39 Myr [] ПО ПООПООЙ! 


































































































from Ше parsimony analysis of the ITS sequences and numbers Fig.2 Тһе divergence times of each clade calibrated using 





above the branches indicate the bootstrap value; Left, Maxi- 50 Myr ( upper limit) and 39 Myr (lower limit) of fossil pollens 


mum likelihood tree obtained under K2P +Г model of Viburnum within the Maximum likelihood tree 


ПОПОПООПООПООПОПОПОПООПО, ОПООПОПОПООООПОО 
(Baldwin П, 1995); ПППОПОПООПОПОПОПОООПОО, ОПООПОПО 
ОПОПООБОПОПОООПОО, 00000000000 «0000, 2004; ПОПО 
000, 2004; Ккпад |, 2001а,ь), ПППОПОПООПООПООПОООПОО (Ri 
chardson[] , 2001) ППОППООПООПОПООООПОПООПОПООПШО, 7.83х 
10-9 (484) (Sang П, 1995; Richardson 0, 2001а) O0 00000000000, 00 
ОППООПООПОООООООП 2.3 Муг; ПОПОПООППООПОО ЗОПОПООО 
HUUU 0.32 Ми ПОПОПО, ППОПОПОПОООПООПОООПО, 000060 
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HLHH B Р ШЕШЕН ШЕЕ ШЫНАР ШИ ОПОПООПОООПООПООО 
ПО00; 000000000000 00 00000 00 (Wilson |, 1990; Саш, 
1992, 1993) ППП, 0000000000000 00000000, 0000010 
ОПОПООООПООООПОООООООПОООПОПОПОПОПОПОПООООППО 
ОПОПОПООПОПООПОПООООООООПООПООПО; ПОПООПООПОООППО 
HHBH H НЕШ ШЕЕ Hii B BH Н HB H Him H Bin H ati iu HD lU 
HUD. 00000000 З00000000 ам 2 Му, ППОЗОПОПОП 1.2 
Myr] 0.3 Муг; ППОПОПОПОПОПОПОООПООООПО 


3 BH 
зо lH НУШ ШЦ BU А МАО HPB HB E 

ОПОПОПОПО, 000040000000: 00000000000000 
00000; ОПОПОПОПООПООООООООПООЗ00, О 3000000 0 
Б ЕКШЕ А АБА МА ЙҮ А А ҮН РУАН НИ ЙН И ШЕ АНИНЕ 
LB HBH Hi Rh H: Hi HH: ШЕШН iii PL. Ооо «ul. 1981; ПП 
HHB L 1981 ПАО ТА ЭЭЭ DP РАИ HHWH АВА HH A А У 
ПООПОООООПБОВОПОПОО0ПО ОПОП, 191), ОППОПОПООПОО 
HAD Es ИЕ МЕ СР ИТ ЕН Т СЕ АЈ Е НЕД ЕЪР и Сус Н ИШТ ШЕЙ ТЕС 

ПОПОПОПОООООПОПОПОПООП (Hara, 1981, 1983; VOU. 1981; OU 
00000, 19870 ПО 00000, ПООПОООПООПОООООПООПООООПОООО 
0.50%[] 1.02%; ПОПППООПОПОПОООПОПООП 0.52%, ППОППОООО 
ОПОПООПООПООЗОПООООПООООПООО 3.57% 4.08%[] 4.25%] ITS [] 
H LLB А АЛА УВА АМА B BUE B AOUE B ЛД АДАШ ШШШ tP H bL B ИН 
ПП (Baldwin), 1995) 0 ПОПОПОПОПОПОООПВО, 00000000000 
ПОПООПОООООПООПОПОООООО (Baldwin, 1995)00 00000100. 
00000 200000000 5.3%, 0000000 40 00 000000; 000 
ШШ ШШ Т БИ Ж ЕДРИ ИНДЕТ НД И Б НН ЦЕ Р ЕД АП 
ЦЕ ЕЛ TE HE A HE E АЕ АМА ВАДЯ Е RODA S HUBS АЗ P MA CH Ly BH EP 
ОПОПООПОО0ПО, ОПОПООПООООООПОООПООООПОООПООПОО 
ПАДОВА НОЛЕ ВУ H ARAG o HE EL EH ИШ» АЕ ШЭ ШП 
О 10000 (Нага, 1981, 1983)[] 

ДЕ DR АДА ИП ih ЫШ я ди дата ЛИД ЕШ Н ж АЛИДЕ ИА 
D0O0000000000000 0000000000, 00 000000000, 
ПОПОПОПОП (Donoghue, 1983; Benko-Iseppon and Morawetz, 1993; Roels and Smets, 
1994; Eriksson and Donoghue, 1997; Zhang [] , 2003)[] Гћапо [] (2003) [|| U D D Ú] 
0000 mLF[] ФЕ 10000 (Dipsacales) ПОПОПОПОПОПООПОООО, 
ПОООООООООПО 20 ООПОПОООООООООООООО mso00000 
000000, 000000000, 000000000; 000000, 000 0 
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ОПОПООПОООПОПОПОПОПОПОООПООООПО 55000000 «309, р 2) 
DO000000000 ФП ПОООООООООООООООООООООПО, 000 
ПОО ФОПОООООООООООООООООПО, 000 300 (ие) 0000 
(subfamily) П [] (Eriksson and Donoghue, 1997; Zhang [| , 2003) 
3.2 000000000 

П000000 40000000000, 000000000000 Оп 36), 
ОПОПООПОПООПО (0536050 000000000 (2a=108); 30000 
ШУ ШШШ ЕДЕН Bi AE А ҮШҮ. Sr HB ER EC ШИ ШЖ НАШ. 
ППОО, ПООПОПОПОПОПОО0ПО Сей, 199900000 4000600 
E Bi ШЕН ДЕ ДЕД иза Ен ВА А PD S608 ELS “ИШ a EL phu РТА СЕ Pura BB 
HEP ERE П.П OOOO UEU ШШ Е TEOD 199595 ñ iD ЛАО 
H ШИШ HH юс Вн CH DD 2 19581) kL BOB У ФИА КА B p ШЕШН HT. H TL D 
О, 198)ПЦПППШШПППШППШППШППППШПШПППШПППШППП.ППШПШПППП 
HH EBI MEELES Ms DLP H: АМО B пода ча LI H.L N: YU 
ОПОПООПОООПОПОПОПОПОПООПО0ПОО 3 МО 4My ПОПОПОПО 
000000, 000000000 1.7 Ме 0; HH HHTHH HHH Ui H 
H ТА АДЕ B TL Ds HB ER EET ИИ Е ИУ <U TIMED LE 199891] 
ОПОПООПОООПООПООПОПОПООООООПООПООПОПОПО, 00000 
ШИЕ ДЕШ АН ЖАНЫН ИД НЕШ ШАШ ДЕ НИНЕ 0000600 
ШЕШ иа ША НЫ а ТЫК phi ipi ein EE EP а e ШЕШ ДЕНЕ А 
ШО И А Д А ЕДА и ИК ЕА А Вр ЕДТА А ао ОНД. 
ОПОПОПООПООПОО (Кадегек, 19990 П00О0О0000ООООООООООО 
ШШШ ШШШ ШШШ ПИШ ШШ ШИНЕ ЕДЕ ШЕШШ ОН 0000 
OUUU, 00000000 U ( Lomatogoniopsis, Gentianaceae; Liu |, 2001a) O O Ú] 
ПОП (Миша, Liliaceae; Friesen[] , 2000; Tang[] , 2005) IU DDD DU DD D DÚ 
ШИ Н А А АБА ПА Н БИДЕ БУ ДЕЩН И, Е НЕТ tira H BO Bl: u REN 
ПОПОППОППИП (Friesen[] , 2000; Liu [] , 2001а)[] 
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